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RESUMO 
 
O enriquecimento ambiental (EA) ou também ambiente enriquecido 
(AE) é a modificação do ambiente padrão em que o animal é criado em 
cativeiro. Através da adição de variados elementos que não existem 
em ambiente padrão, este ambiente pode aumentar a qualidade de 
vida dos animais, podendo-se dizer que este ambiente é a reprodução 
de um ambiente complexo e interativo, próximo do encontrado na 
natureza. O EA é um modelo experimental para estudar eventos 
relacionados a neuroplasticidade, pois aumenta a neurogênese, a 
sobrevivência neuronal, os níveis de neurotrofinas e mudanças na 
arborização dendrítica dos neurônios de diversas regiões do encéfalo. 
O objetivo deste trabalho é de avaliar os efeitos quanto ao nível 
neurogênese em camundongos suíços machos criados em AE por 
nove semanas. Dez camundongos suíços machos foram criados em 
ambiente enriquecido dos quais cinco foram utilizados na 
imunorreação para Doublecortina (DCX) e imunorreação para o 
anticorpo Ki67 e posterior contagem de células positivas. Outros 10 
animais foram criados como grupo controle em uma caixa-padrão, dos 
quais cinco, foram utilizados na imunorreação para Doublecortina 
(DCX) e na imunorreação para o anticorpo Ki67. Os resultados 
mostraram que a mudança de ambiente não aumentou a neurogênese 
no giro denteado. Apesar de destoar dos dados obtidos em outras 
cepas de camundongos, estes dados são semelhantes a outros 
previamente obtidos no camundongo Suíço. Com isso, acredita-se que 
o fator que melhor explica este resultado está ligado à linhagem 
utilizada no trabalho.  
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Ambiente enriquecido, neurogênese, giro denteado, 
camundongos suíços.  
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ABSTRACT 
 
Environmental enrichment (EE) is an experimental procedure that 
allows the study of neuroplastic events such as increase in 
neurogenesis, neuronal survival, increase in the levels of neurotrophic 
factors, changes in dendritic branching of neurons and morphology of 
astrocytes. Protocols of EE promote an increase in physical activity, 
learning experiences, visual inputs, social interactions and theoretically 
increase the quality of life in captive animals. Our study was designed 
to evaluate changes in neurogenesis in the dentate gyrus of male 
Swiss mice housed in EE for 9 weeks from weaning. No significant 
changes in the number of cells expressing Doublecortin (DCX, a 
protein typical of immature neurons), or in the number of cells 
expressing DCX arranged in clusters, or in the number of nuclei 
expressing the protein Ki67 (a protein typical of proliferating cells) was 
observed. These findings are similar to those of previous studies and 
corroborate the idea that EE does not affect hippocampal neurogenesis 
of male albino Swiss mice. 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Environment enriched, neurogenesis, dentate gyrus, mice 
Swiss albino. 
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Figura 2: Regiões de ocorrência de neurogênese no encéfalo adulto 
de roedores. SVZ – zona subventricular (ZSV). RMS – corrente 
migratória rostral. ZSG – zona subgranular.  Adaptado de 
Lichtenwalner & Parent JCBFM, 2006. 
 
Figura 3: Tipos de alojamento. A) gaiola utilizada para o ambiente 
enriquecido e B) caixa utilizada para o ambiente padrão. (AMARAL et 
al., 2008) 
 
Figura 4: Em A) fotografia de células individualizadas; B) fotografia de 
Cluster. Marcação de DCX, 200x; C) fotografia de células 
individualizadas marcadas com Ki-67.  
 
Figura 5: Gráfico obtido após contagem de células individuais 
marcadas com DCX+, onde animais do ambiente padrão estão 
representados pela barra branca e animais do AE estão representados 
pela barra preta. Resultado expresso em mediana ± intervalo 
interquartil. Não ocorre diferença estatística entre os grupos (p=0,06). 
 
Figura 6: Gráfico obtido após a contagem dos agrupamentos de 
células DCX+ que não podiam ser individualizadas. Ambiente padrão 
está representado com a barra branca e o AE com a barra preta. 
Resultado expresso em mediana ± intervalo interquartil. Não ocorre 
diferença estatística entre os grupos (p=0,44). 
 
Figura 7: Gráfico representativo da contagem de Ki-67+ em relação ao 
ambiente padrão (em branco) e AE (em preto). Resultado expresso em 
mediana ± intervalo interquartil. Não ocorre diferença estatística entre 
os grupos (p=0,17). 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
1.1 Ambiente enriquecido   
O ambiente consiste em todos aqueles fatores e fenômenos 
externos ao organismo que influenciam sobre ele, quer se trate de 
fatores físicos ou químicos (abióticos) ou de outros organismos 
(bióticos) (BEGON et al., 2008). 
Em alguns ambientes artificiais como jaulas em zoológicos, 
caixas-padrão em biotérios, os animais criados em cativeiro possuem 
várias restrições quanto a espaço, modo de alimentação, interações 
sociais e desafios. Já o ambiente enriquecido (AE) é a modificação do 
local em que vive um animal em cativeiro, através da adição de objetos 
que possam despertar interesse do animal, uma ampliação deste local, 
proporcionando assim aos indivíduos à oportunidade de realizar 
comportamentos mais propícios a espécie (NITHIANANTHARAJAH & 
HANNAN, 2006; CARVALHO et al., 2009). Nestes ambientes os 
animais têm a possibilidade da prática de atividade física e de aumento 
da interação social (GHIDINI, 2010). Portanto, enriquecimento 
ambiental é a reprodução de um ambiente complexo e interativo, que 
podem promover desafios e novidades, assim como em situações que 
ocorreriam normalmente no ambiente natural (ALMEIDA et al., 2008). 
Portanto, em laboratório este ambiente mais elaborado difere muito do 
“ambiente padrão”, em que os animais são criados dentro de caixas 
padronizadas, com um espaço também padronizado, onde é oferecido 
somente o alimento e água. 
O ambiente padrão pode ser encontrado tanto em biotérios de 
laboratórios, zoológicos (jaulas padronizadas), mas também em 
criadouros de animais para abate (KIEFER et al., 2009). Em biotérios 
os animais são criados para diversos tipos de experimentos, estes 
animais ficam alojados em caixas padronizadas, onde o ambiente 
externo à caixa é controlado (DAMY et al., 2010). Em zoológicos os 
animais são criados em jaulas com a finalidade de visitação e 
observação, mas muitas vezes não são oferecidos estímulos 
necessários para diminuir o tempo ocioso, o que gera alterações 
comportamentais (JAMAL & HUFFMAN, 2008), além de doenças como 
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estresse e obesidade. Já os animais criados para abate são mantidos 
muitas vezes em regime de confinamento intensivo onde um grande 
número de animais é criado em galpões. No caso destes animais para 
abate, muitos sofrem consequências fisiológicas e comportamentais 
(SILVA et al., 2002; SILVA et al., 2003) causadas pelo espaço 
reduzido, pelo tipo de alimento, pela foto-periodicidade (como na 
criação de frangos). Estes animais apresentam algumas deficiências 
como fragilidade dos membros, baixa imunidade, alterações 
circadianas (DAMY et al., 2010), entre outros. Sendo assim, uma série 
de pesquisadores argumenta que o ambiente enriquecido é uma 
aproximação de ambientes naturais o que fornece um maior bem estar 
aos animais (OLIVARES & SANTOS, 2012). 
Adicionalmente, uma gama de pesquisadores propõe que o AE é 
um terceiro ambiente, diferente tanto do ambiente natural quanto do 
ambiente padrão. No ambiente natural o animal está sujeito às 
variações inesperadas do meio, ao intemperismo, à ação de 
predadores, falta de recurso, às interações intra e interespecíficas, de 
modo geral, não se pode prever as situações que os animais vão 
vivenciar (GUANDOLINI, 2009). Já o ambiente padronizado vários 
aspectos podem ser controlados, como quantidade de comida, água, 
temperatura, umidade, qualidade do ar, a quantidade, a periodicidade 
e a intensidade da luz, assim como as interações intra e 
interespecíficas, entre outros (DAMY et al., 2010). Portanto, segundo 
estes autores o AE pode ser considerado um terceiro ambiente, se 
assemelhando ao natural por proporcionar a possibilidade do aumento 
de interações entre os animais e dos animais com o meio, porém 
pode-se controlar, alimentação, foto-período, etc, assim como no 
ambiente padrão. 
O ambiente enriquecido tem sido utilizado de forma crescente em 
muitos zoológicos e locais que mantém animais em cativeiro 
(ALMEIDA et al., 2008) além de ser utilizado em modelos 
experimentais de laboratório (BARONCELLI et al., 2008; DAMY et al., 
2010), demonstrando uma maior preocupação com a qualidade de vida 
dos animais criados em cativeiro, assim aumentando a taxa de 
sobrevivência e reprodução de várias espécies (MUHLE & BICCA-
MARQUES, 2008; PIZZUTTO et al., 2009). O AE também auxilia na 
diminuição do estresse em cativeiro com diminuição dos movimentos 
estereotipados (TURNER & LEWIS, 2003; WOLFER et al., 2004; 
MENDONÇA-FURTADO, 2006; SGAI, 2007; VIOLA et al., 2010;), auto-
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mutilação, agressividade, (ALMEIDA et al., 2008) e de 
comportamentos considerados anormais (NASCIMENTO, 2010), peso 
dos animais, entre outros fatores.  
O AE pode ser utilizado em ambientes de cativeiro para todos os 
grupos de animais (NASCIMENTO, 2010). Segundo o trabalho de 
Bloomsmith e col. (1991), foram identificados cinco principais tipos de 
enriquecimento, a) enriquecimento social, b) enriquecimento cognitivo, 
c) enriquecimento físico, d) enriquecimento sensorial e e) 
enriquecimento nutricional. Enriquecimento social é um ambiente onde 
se cria a oportunidade de interação entre os animais, tanto uma 
interação intraespecífica quanto uma interespecífica (NASCIMENTO, 
2010). Através do enriquecimento cognitivo o animal pode ser 
estimulado pela troca dos objetos e pela troca de local dos objetos 
para então estimular as suas capacidades cognitivas. O 
enriquecimento físico consiste na mudança da estrutura física 
propriamente dita em que alguns objetos deixam o ambiente mais 
próximo do hábitat natural. O enriquecimento sensorial estimula os 
vários sentidos dos animais, como a área visual, olfativo, tátil, gustativo 
e auditivo, como por exemplo, a utilização de música clássica (CRUZ 
et al., 2010). E o enriquecimento nutricional consiste numa variação no 
tipo de entrega, como horário da alimentação, frequência, a forma que 
o alimento é oferecido, e também em relação ao tipo, como a 
variedade do alimento e a forma apresentação do alimento mesmo 
(BLOOMSMITH et al., 1991; NASCIMENTO, 2010). 
Em animais de laboratório é bem observado que o AE gera 
alterações comportamentais. Entretanto estas alterações variam 
conforme as espécies, entre as linhagens utilizadas e até mesmo em 
relação a distintas tarefas utilizadas (NITHIANANTHARAJAH & 
HANNAN, 2006). Abramov e col. (2008) sugerem que o EA exacerba 
as características entre as espécies e entre as linhagens (ABRAMOV 
et al., 2008). Sendo assim, pode-se perceber uma discrepância nos 
resultados obtidos em tarefas comportamentais, podendo ser explicado 
pelo fato do AE acentuar as características comportamentais 
intrínsecas a cada espécie e de suas diferentes linhagens (ABRAMOV 
et al., 2008; VIOLA et al., 2010). Estas diferentes respostas entre as 
espécies e linhagens podem ocorrer em tarefas comportamentais 
como o labirinto aquático (ABRAMOV et al., 2008), o reconhecimento 
de objetos (BRUEL-JUNGERMAN et al., 2005; VIOLA et al., 2010), o 
campo aberto (AMARAL et al., 2008), entre outros.  
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Essas diferenças podem ocorrer nas mais variadas linhagens e 
espécies, tanto quanto em tarefas comportamentais como em 
alterações morfológicas. No trabalho de Monteiro (2012) foram 
utilizados camundongos suíços machos e camundongos da linhagem 
C57BL/6J em testes de memória a adição de um animal intruso na 
gaiola após sete dias de isolamento social. Este resultou em uma 
diferença entre as duas linhagens, em que os suíços não são capazes 
de recordar do animal intruso após 24hs (memória de longa duração) 
(GUSMÃO & MONTEIRO et al., 2012; MONTEIRO, 2012). Entretanto 
animais da linhagem C57BL/6J são capazes de reter memória social 
após 24hs (MONTEIRO, 2012). Camundongos suíços criados em AE 
apresentam gênese astrocitária no giro denteado (GD) (DINIZ et al., 
2010). Por outro lado, demonstrou-se que camundongos CF1 albinos 
criados em AE apresentam modificações na plasticidade do SNC, em 
relação à morfologia dos astrócitos, no entanto não ocorre aumento na 
imunoreatividade para GFAP ou no número de astrócitos de na região 
CA1 (VIOLA et al., 2009). Adicionalmente animais desta linhagem 
apresentam uma diminuição na exploração dos objetos na tarefa de 
reconhecimento de objetos (VIOLA et al., 2010) e uma habituação 
mais rápida ao campo aberto (AMARAL et al., 2008). Em um trabalho 
de Schaefers (2012) comparando linhagens de camundongos: CD1, 
C57BL/6 e descendentes de camundongos selvagens capturados foi 
mostrado que camundongos das duas linhagens CD1 e C57BL/6 
submetidos à privação social seguida de atividade física apresentaram 
um aumento nas taxas de proliferação celular e uma maior 
sobrevivência de novos neurônios. Já os camundongos selvagens não 
tiveram diferença na proliferação em relação às condições de criação e 
nem no desafio da roda de correr (SCHAEFERS, 2012). 
Em comparação com animais que vivem em condições padrão, os 
animais mantidos em AE apresentam aumento no peso do encéfalo e 
aumento de espessura do córtex cerebral (DIAMOND et al., 1964; 
SILVA, 2007). Este aumento na espessura cortical pode ocorrer devido 
a inúmeros fatores, como o aumento do número e comprimento dos 
dendritos, aumento do tamanho do soma neuronal e número de 
espinhas dendríticas (DIAMOND et al., 1964). Animais criados em 
cativeiro em ambiente padrão podem apresentar encéfalos entre 8 a 
33% menores quando comparados com animais selvagens (KRUSKA, 
1988; BURNS et al., 2009). Esta diminuição (principalmente do 
telencéfalo) é atribuída às diferenças genéticas geradas pela seleção 
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artificial, visto que a condição de cativeiro diminui a seleção sexual, 
gerando efeito em várias características, por exemplo: aumentando da 
docilidade e alterando das taxas de reprodução (BURNS et al., 2009). 
Com o AE, o animal recebe estímulos e com isso há um aumento de 
seu telencéfalo (DIAMOND et al., 1964), o que o torna mais próximo do 
animal selvagem, pois diminui os comportamentos estereotipados e 
melhora as habilidades comportamentais intrínsecas a espécie 
(BURNS et al., 2009, VIOLA et al., 2010). Adicionalmente, estudos 
demonstram que o AE induz mudanças neuroquímicas, morfológicas, 
funcionais, um aumento da neurogênese (HICKS et al., 2007), da 
sinaptogênese (DUFFY et al., 2001) que podem estar relacionadas 
com o melhor desempenho em tarefas cognitivas (VAN PRAAG et al., 
2000; VIOLA et al., 2010; GHIDINI, 2010) e na atividade exploratória 
de roedores.  
Após um período de estimulação em AE ocorre um aumento dos 
níveis de BDNF (Fator Neurotrófico Derivado do Encéfalo) no 
hipocampo dos animais alojados em AE em comparação com animais 
em condições padrão (GOBBO & O’MARA, 2004; SILVA, 2007). O 
BDNF tem sido considerado um importante fator relacionado à 
neuroplasticidade do AE, assim como tendo uma relação com a 
neurogênese hipocampal (ROSSI et al., 2006). O BDNF auxilia no 
controle das vias de sinalização intra e intercelular que formam os 
circuitos neuronais durante o desenvolvimento e regula o crescimento 
axonal, a plasticidade, a sobrevivência neuronal e a neurotransmissão 
no encéfalo adulto (MATTSON et al., 2004; SILVA, 2007). No entanto, 
alguns trabalhos não apontam diferenças nos níveis de BDNF no 
hipocampo de animais criados em AE (VIOLA et al., 2010). 
Demonstrando mais uma vez as diferentes respostas entre: linhagens, 
animais ou mesmo as diferenças nos protocolos de AE escolhidos para 
experimentação. 
Adicionalmente, estudos demonstram que na região CA1 do 
hipocampo (Figura 1) de ratos criados em AE apresentaram um 
aumento no número de sinapses e na densidade de espinhos 
dendríticos (MOSER et al., 1994; NITHIANANTHARAJAH et al., 2004; 
MARCUZZO, 2006). Além desta região, foi verificado na região CA3 
um aumento no comprimento total dos espinhos dendríticos, no 
número de sinapses, no número de ramos dendríticos e aumento no 
número de espinhos dendríticos nos neurônios piramidais em ratos 
submetidos ao AE (MOSER et al., 1994; MARCUZZO, 2006). O 
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ambiente também aumentou a complexidade e o comprimento 
dendrítico dos neurônios piramidais do córtex motor, mostrando com 
isso que o enriquecimento ambiental gera um aumento na ramificação 
dendrítica, pois se acredita que a maior quantidade de informação e de 
ações às quais os animais são submetidos pode gerar uma maior 
demanda sináptica nos neurônios das regiões que participam do 
processamento neural dos estímulos obtidos através do AE 
(MARCUZZO, 2006). Estudos sobre mudanças sinápticas envolvem 
cada vez mais o entendimento sobre sinapse tripartida (ARAQUE & 
PARPURA, 1999). Sendo assim, observou-se que o AE também 
influência em mudanças que ocorrem em astrócitos. Tais como, 
mudança de um formato fusiforme normalmente encontrado na região 
CA1 para um formato estrelado, adicionalmente também é observado 
um aumento de processos originários do soma e aumento no 
comprimento dos processos no eixo lateral em camundongos CF1 
machos (VIOLA et al., 2009). Assim como a gênese de astrócitos no 
giro denteado de camundongos suíços (DINIZ et al., 2010).  
Sabendo-se de todas estas modificações que o ambiente pode 
causar no encéfalo dos animais, o AE além de ser muito utilizado para 
bem estar animal, principalmente tem sido utilizado por ser um modelo 
que oferece vários elementos que aumentam a neurogênese em 
animais de cativeiro, no caso de biotérios. Ele estimula essencialmente 
algumas regiões do encéfalo quanto à gênese de novos neurônios e 
no presente trabalho foi utilizado com a finalidade de se analisar a 
neurogênese hipocampal. 
 
 
1.2. Hipocampo 
Hipocampo vem de uma denominação grega que significa hippos 
= cavalo, kampi = curva. Possui este nome devido o seu formato 
curvado apresentado em secções coronais do encéfalo humano, se 
assemelhando a um cavalo-marinho (TAVARES, 2006; RIBAS, 2006; 
CARDOSO, 2010). O hipocampo é uma das principais estruturas do 
telencéfalo dos vertebrados, sendo um dos componentes do sistema 
límbico (CARDOSO, 2010). Nos mamíferos há a presença de dois 
hipocampos, um em cada hemisfério do encéfalo. O hipocampo está 
intimamente associado com o córtex cerebral e nos primatas está 
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localizado no lóbulo temporal medial, debaixo da superfície cortical 
(ISOLAN et al., 2007). Sendo que funcionalmente o hipocampo é 
considerado uma área importante em processos relacionados com o 
processo de formação, consolidação e recordação da memória 
(ROSSATO et al., 2007). Atualmente pesquisadores dividem o 
hipocampo de roedores em duas regiões funcionalmente distintas, a 
porção ventral que está associada principalmente com a ansiedade e a 
porção dorsal que está associada com a navegação espacial 
(HAWLEY et al., 2012). 
No Alzheimer, o hipocampo é uma das regiões do encéfalo a 
sofrer danos, que podem ser vistos através de sintomas como a 
desorientação e problemas de memória (ENGELHARDT et al., 2001). 
Danos ao hipocampo também podem ser ocasionados por falta de 
oxigênio (hipóxia), encefalite ou epilepsia do lobo temporal medial. 
Pessoas com extensa lesão bilateral do hipocampo podem ter amnésia 
com incapacidade de formar ou reter novas memórias. Porém quando 
ocorre um dano apenas em um dos hemisférios, o encéfalo pode 
manter quase que normalmente o funcionamento da memória 
(BOTTINO et al., 1998).  
Além da memória, o hipocampo está relacionado com o 
posicionamento espacial. Segundo O’Keefe e Nadel (1978), o 
hipocampo relaciona-se ao posicionamento espacial através de um 
"mapa cognitivo". Por meio de estudos com neurônios do hipocampo 
de ratos foi constatada uma atividade relacionada com a localização do 
animal em seu ambiente. Na época mesmo havendo muito ceticismo 
de outros investigadores quanto aos trabalhos, O'Keefe e 
principalmente Lynn Nadel, continuaram a investigar esta questão o 
que levou à um livro muito influente na área em 1978, o “Hipocampo 
como um mapa cognitivo”. Nele foi proposto que a atividade 
acumulativa dos neurônios do hipocampo fornece uma representação 
do mapa do ambiente, o que ajuda o animal a se orientar. E este mapa 
cognitivo também incorpora a informação sobre a localização de 
objetos (O’KEEFE & NADEL, 1978). Tal como acontece com a teoria 
da memória, há agora quase um consenso que o hipocampo 
desempenha um papel importante na codificação espacial, com 
resultados que demonstram atividade sináptica nas diferentes regiões 
do hipocampo, mudanças morfológicas, sendo que, mais detalhes 
continuam sendo elucidados (CHERSI & PEZZULO, 2012). 
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As estruturas que beiram a linha do córtex compõem o chamado 
sistema límbico: estes incluem o hipocampo, córtex cingulado, córtex 
olfativo e amígdala (ISOLAN et al., 2007). Paul MacLean em 1949 
sugeriu, como parte de sua teoria do cérebro triuno, que as estruturas 
límbicas compreendem a base neural da emoção, porém até hoje 
alguns cientistas não aceitam o conceito de que um "sistema límbico" 
unificado é válido. No entanto, o hipocampo é anatomicamente ligado 
a partes do encéfalo que estão envolvidas com o comportamento 
emocional, tais como, o septo, o hipotálamo, corpo mamilar e o 
complexo nuclear anterior do tálamo (TAVARES, 2006). 
O hipocampo possui duas principais partes interligadas: Corno de 
Amon (CA) que é o hipocampo propriamente dito e o giro denteado 
(GD). No giro denteado do hipocampo, novos neurônios são 
continuamente gerados na zona subgranular durante toda a idade 
adulta em muitos mamíferos, incluindo camundongos, ratos, macacos 
e seres humanos (ALTMAN & DAS, 1965). Os neurônios recém 
gerados formam sinapses e são funcionalmente integrados em 
circuitos neuronais do hipocampo existentes (VAN PRAAG et al., 2002) 
ou não forma sinapses e morrem. 
A formação hipocampal está dividida em quatro regiões corticais: o 
giro denteado, o hipocampo propriamente dito, o complexo subicular e 
o córtex entorrinal (ver Figura 1). O giro denteado que é a região 
analisada no presente trabalho, também pode ser dividido, no entanto 
em três camadas: a molecular, a camada de células granulares e a 
camada polimórfica (hilo). Já o Corno de Amon (CA) que é o 
hipocampo propriamente dito é dividido em: CA1, CA2 e CA3. Cada 
uma dessas regiões mantém um padrão organizado de conexões 
intrínsecas e extrínsecas, sendo que a principal aferência para o 
hipocampo origina-se no córtex entorrinal (CE). As fibras que deixam o 
CE em direção ao hipocampo constituem a “via perfurante” que 
inervam os dendritos das células granulares na região da camada 
molecular do giro denteado (GD). Os axônios das células granulares 
(“fibras musgosas”) projetam-se para as células piramidais da região 
de CA3, que então emitem fibras para a região de CA1, constituindo a 
chamada “via colateral de Schaffer”. De CA1, as fibras projetam-se 
para o complexo subicular e então para as camadas profundas do 
córtex entorrinal. O circuito CE-GD-CA3-CA1 é tradicionalmente 
denominado “via trissináptica” e utiliza principalmente o glutamato 
como neurotransmissor (SCORZA et al., 2004; VIOLA, 2009).  
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O hipocampo está dividido em três camadas, a camada molecular, 
plexiforme e as células piramidais (AMARAL & WITTER, 1989; VIOLA 
et al., 2009). A camada piramidal possui em sua grande parte os 
corpos das células piramidais, já as camadas moleculares e plexiforme 
são definidas pelo neurópilo. Neurópilo é uma densa rede de fibras 
nervosas amielínicas, constituída de processos gliais, fibrilas, terminais 
sinápticos, axônios e dendritos dispersos entre as células nervosas da 
substância cinzenta (AMARAL & WITTER, 1989).  
 
 
 
Fig. 1: Representação esquemática do hipocampo, mostrando as regiões 
hipocampais e a circuitaria hipocampal. O giro denteado está representado como 
um traço em vermelho com seus neurônios em preto. As fibras musgosas estão 
representadas como um traço fino vermelho, fazendo sinapse com os neurônios da 
região CA3 (em vermelho) e as colaterais de Schaffer, em azul que saem de CA3 
fazendo contato com dendritos localizados no Stratum Radiatum da região CA1. 
 
Muitos estudos demonstram que animais de laboratório 
apresentam um aumento de neurogênese no hipocampo em resposta 
a estímulos fisiológicos ou a tarefas que exijam habilidades de 
aprendizagem e memória. A exposição ao enriquecimento ambiental 
aumenta a proliferação celular, a sobrevivência de novos neurônios 
imaturos no GD de camundongos adultos (KEMPERMANN et al., 
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1997a). O treinamento no labirinto aquático de Morris (tarefa de 
aprendizagem espacial dependente do hipocampo) também aumenta a 
sobrevivência de novos neurônios imaturos no GD de ratos adultos 
(SCHAEFFER, 2010). Como foi visto, o hipocampo é uma região do 
encéfalo que se relaciona com a aquisição, consolidação e evocação 
de memórias, com o posicionamento espacial, mas atualmente 
também é possível relacioná-lo como uma das poucas regiões 
encefálicas onde ocorre a formação de novos neurônios, a 
neurogênese. 
 
 
 
1.3. Neurogênese 
Por muito tempo se pensou que o sistema nervoso de indivíduos 
adultos fosse incapaz de formar novos neurônios (COLUCCI-d’AMATO 
& DI PORZIO, 2008). Ramon y Cajal (1913) havia descrito que 
nenhuma fase mitótica nem estágios de desenvolvimento de novos 
neurônios foram vistos em encéfalo adulto (RAMON y CAJAL, 1913). 
Além disso, a grande estabilidade dessa estrutura elaborada que é o 
encéfalo não condizia com o processo de formação de novas células 
no encéfalo adulto, além daquelas já estabelecidas no nascimento. 
Outra evidência para este pensamento foi na área clínica, em que 
pacientes com doenças degenerativas como Alzheimer e Parkinson 
não apresentavam uma melhora, ou seja, o indivíduo continuava a 
perder suas células sem que novas células saudáveis fossem 
incorporadas (MELO, 2007). Dessa forma, postulou-se que o sistema 
nervoso central possuía conexões fixas e imutáveis, sem possibilidade 
de que novos neurônios surgissem. No entanto, com o 
desenvolvimento de novas técnicas, hoje é possível confirmar a 
existência da neurogênese em idade adulta. Na primeira metade do 
século XX, alguns estudos mostraram a existência da formação de 
novas células (ALLEN, 1912; SUGITA, 1918). Porém, havia uma 
grande dificuldade em afirmar se estas novas células eram mesmo 
neurônios ou glia, por causa de várias limitações metodológicas da 
época. Contudo, na década de 60, Altman publicou alguns estudos 
mostrando a ocorrência de neurogênese em ratos jovens e adultos 
(ALTMAN, 1962; ALTMAN, 1963; ALTMAN & DAS, 1965; ALTMAN, 
1966; ALTMAN, 1969). Utilizando a técnica em que uma substância 
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(timidina) que se incorpora ao DNA das células em divisão, a 
autoradiografia com [3H]-Timidina, Altman observou a formação de 
novas células em algumas áreas como o neocórtex, giro denteado e 
bulbo olfatório. Diante do ceticismo da comunidade científica, estas 
contribuições de Altman permaneceram ignoradas por muitos anos. 
Hoje, com metodologias mais sofisticadas, estas células novas são 
observadas, sobretudo, em duas regiões do encéfalo como a Zona 
subventricular (ZSV) que é situada nas paredes dos ventrículos 
laterais, onde as novas células migram para o bulbo olfatório através 
do fluxo migratório rostral, e também na Zona subgranular (ZSG) 
(SCHAEFFER, 2010) (Figura 2), que é a parte inferior do giro denteado 
no hipocampo.  
 
 
 
Fig. 2: Regiões de ocorrência de neurogênese no encéfalo adulto de roedores. 
SVZ – zona subventricular (ZSV). RMS – corrente migratória rostral. ZSG – zona 
subgranular.  Adaptado de Lichtenwalner & Parent JCBFM, 2006. 
 
 
Em mamíferos a neurogênese só foi aceita em 1990 através do 
uso de marcadores moleculares mais precisos, como as técnicas 
imunoistoquímicas aliadas à detecção de análogos de nucleotídeos 
como a Bromodesoxiuridina (BrdU) (COLUCCI-d’AMATO & DI 
PORZIO, 2008). Por meio de vários estudos houve a confirmação de 
neurogênese no giro denteado do hipocampo de roedores adultos 
(CAMERON et al., 1993; SEKI & ARAI, 1993) assim como em primatas 
humanos e não humanos (GOULD et al., 1998; KORNACK & RAKIC, 
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1999). Hoje existem vários estudos que demonstram a neurogênese 
em adultos de diversos grupos de vertebrados e em menor número em 
invertebrados (ZUPANC, 2008; CAYRE et al., 2002). 
Muitas das células novas morrem pouco depois do nascimento, 
mas algumas delas se tornam funcionalmente integradas no tecido 
cerebral e a circuitaria neuronal. O processo de origem destas novas 
células envolve a divisão celular, a migração e a diferenciação de 
células progenitoras neurais (CPN) (CHAERKADY et al., 2009; 
MELLEU, 2009). Uma característica geral destas células, em qualquer 
região do encéfalo, é que possui uma proliferação baixa e muito lenta, 
quando comparado aos demais tecidos que se regeneram no 
organismo (MOMMA et al., 2000). Essas CPNs são representadas por 
um tipo especial de células somáticas que geram diferentes linhagens 
celulares e possuem capacidade de auto renovação a longo prazo. As 
células precursoras se dividem simetricamente e dão origem a novas 
células idênticas às células mães, e assimetricamente dão origem a 
células que irão se diferenciar em neurônios e/ou células da glia 
(CAYRE et al., 2002). É bem demonstrado que em cultura, essas 
células multipotentes podem gerar tanto células gliais quanto 
neurônios (AHMED, 2009).  
O nível de neurogênese adulta é positiva e negativamente 
modulada pelas condições ambientais, atividade neuronal, 
envelhecimento, estresse, entre outros fatores (MING & SONG, 2005; 
ZHAO et al., 2003). Muitos estudos apontam a importância funcional 
da neurogênese adulta em processos que envolvem a resposta a 
antidepressivos, distúrbios do sistema nervoso central e aprendizagem 
e memória (ZHAO et al., 2003; AIMONE et al., 2011). Condições de 
ambiente enriquecido em que oferecem uma combinação de vários 
estímulos também podem aumentar a neurogênese e a sobrevivência 
destes novos neurônios (SCHAEFERS, 2012). Roedores adultos que 
são mantidos em AE em que contém a adição objetos como 
brinquedos, rodas para atividade física, túneis e obstáculos, 
apresentam significativo aumento no número de células no GD do 
hipocampo (KEMPERMANN et al., 1997b). Portanto, parece que o 
aumento da atividade exploratória proporcionada pelos diversos 
estímulos do AE ajudam na aprendizagem, fazendo com que esses 
animais aumentem a sua capacidade de desempenhar tarefas 
cognitivas, quando comparados com animais da mesma linhagem 
criados em caixas-padrão. Dessa forma, a neurogênese no hipocampo 
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é regulada por diferentes variáveis ambientais (VAN PRAAG, 2002), 
reforçando a ideia de que a produção de novos neurônios não faz 
parte somente dos estágios iniciais do desenvolvimento do sistema 
nervoso, mas constituem um recurso neural flexível e adaptativo 
também na idade adulta. 
As adversidades e pressões do meio exigem que outros 
mecanismos neurais sejam desenvolvidos, influenciando na 
sobrevivência dos animais, pois eles não nascem com um repertório 
comportamental completo. Com isso, a plasticidade do sistema 
nervoso tem um papel fundamental na adaptação às variações 
ambientais. Hoje a neurogênese é um fenômeno muito bem 
estabelecido e amplamente aceito, podendo ser considerado como um 
mecanismo que o sistema nervoso desenvolveu para responder às 
demandas do meio (SILVA, 2009). Contudo, estudos que envolvem o 
tema são grande importância para melhor elucidar situações que 
interfiram na neurogênese e na sobrevivência destas novas células. E 
no caso do presente trabalho, foi avaliada a influência que o 
enriquecimento ambiental possui sobre o giro denteado de 
camundongos suíços jovens.  
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2. OBJETIVOS 
Objetivo geral: 
 
Este trabalho tem como objetivo avaliar a possibilidade de aumento da 
neurogênese no giro denteado de camundongos suíços machos 
criados em ambiente enriquecido. 
  
Objetivos específicos: 
 
a) Determinar o número de neurônios recém nascidos no giro 
denteado do hipocampo de camundongos suíços jovens. 
Contagem de células Double-cortina (DCX) positivas para o 
estudo quanto a quantidade de neurônios imaturos  
b) Determinar o número de células em proliferação no giro 
denteado do hipocampo de camundongos suíços jovens. 
 
 
 
 
3. ESTRATÉGIA DE AÇÃO 
Para atingirmos os objetivos propostos selecionamos um protocolo 
de enriquecimento ambiental por 9 semanas, a partir do desmame, que 
já se mostrou efetivo em induzir gênese astrocitária no hipocampo de 
camundongos CF1 (VIOLA et al., 2009) e suíços (DINIZ et al., 2010). 
Para determinar a presença de neurônios recém nascidos e células em 
proliferação foram selecionadas as imunoistoquímicas para detecção 
das proteínas DCX (SILVA, 2011) e Ki-67, respectivamente. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. Obtenção dos animais e condições de alojamento 
Os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade 
Federal de Santa Catarina (UFSC) e alojados no biotério Setorial da 
Bioquímica. Foram utilizados camundongos suíços, machos, sendo 10 
animais de 21 dias (após desmame) para o grupo do ambiente 
enriquecido (AE) e o outro grupo controle (C) também com 10 animais 
com 21 dias. A temperatura do biotério setorial foi mantida em 21 ºC 
(±2ºC). Todos os animais receberam água e ração à vontade. Os 
protocolos foram aprovados pelo comitê de ética da UFSC sob o Ofício 
nº CEUA - PP00795. O ambiente padrão consiste em uma caixa de 
polipropileno branco com as dimensões: 42 x 32 x 17 (comprimento x 
largura x altura, ver Figura 3B), forrada com maravalha. 
 
 
                                    A                                           B 
Fig. 3 – Tipos de alojamento. A) gaiola utilizada para o ambiente enriquecido e B) 
caixa utilizada para o ambiente padrão (adaptado de Amaral e cols., 2008). 
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4.2. Ambiente enriquecido 
O grupo do ambiente enriquecido (AE) foi criado em uma caixa de 
acrílico de 42 cm x 32 cm x 17 cm, acoplada a uma gaiola de 28 cm x 
21 cm x 50 cm com três andares (ver Figura 3A). Os animais foram 
criados em AE por nove semanas em caixas com três rodas de correr, 
objetos de plásticos, de madeira ou metal. Além disso, foram utilizados 
canos que os animais podem usar para navegação e construção de 
ninhos além de proteção a luz, o que favorece o comportamento 
natural dos camundongos, pois estes são animais noctívagos. 
Adicionalmente, os objetos são trocados 2 vezes por semana para 
estimular a formação de mapas espaciais.  
 
4.3. Eutanásia  
Os animais foram anestesiados com uma dose de Hidrato de 
Cloral 7% e perfundidos com solução salina 0,9% seguida de 
paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1M em pH 7,4. Os encéfalos 
foram removidos da calota craniana e mantidos por 4hs na mesma 
solução. 
 
 
4.4. Microtomia  
Após esse período os encéfalos foram mantidos em sacarose 30% 
por dois dias e congelados em freezer -80°C. Os encéfalos foram 
congelados e seccionados a 50 µm em um criostato (marca Leica® 
1850) na região do hipocampo. As secções foram armazenadas em 
tubos (tipo Eppendorf contendo solução anticongelante) organizados 
em sequência contendo a secções separadas entre si por 250 µm. O 
primeiro tubo foi utilizado para imunoistoquímica para DCX e o 
segundo tubo para imunoistoquímica para Ki-67. Os demais tubos 
foram guardados para imunoistoquímicas futuras. 
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4.5. Imunoistoquímica para os marcadores de novos neurônios 
e células em proliferação 
A imunoistoquímica foi feita para detectar as proteínas Ki-67 e 
DCX. Consiste em dois dias para o procedimento. 
 
1º DIA 
1. 3 lavagens de 5 min com o tampão A (0,1M de PBS + Triton); 
2. Incubação no bloqueio da peroxidase endógena (metanol + H2O2 a 
0,3%) por 30 min; 
3. 3 lavagens de 5 min com tampão A; 
4. Incubação no bloqueio inespecífico (Soro Albumina Bovina - 
BSA1%) em tampão A por 60min; 
5. Incubação no anticorpo primário diluído em BSA1% durante a noite 
(mínimo 18 h), a 4ºC. Anticorpos primários utilizados: anti-DCX: 
diluição 1:5000; anticorpo desenvolvido em coelho (IgG, policlonal) 
fabricado por Abcam®, cód. ab18723. E anti-Ki-67: diluição 1:500; 
anticorpo desenvolvido em coelho (IgG, policlonal), fabricado por 
Acris®, cód. DRM 004; 
 
 
2º DIA 
6. 3 lavagens de 5 min com tampão A; 
7. Incubação no anticorpo secundário por 90 min, diluído em tampão A 
(Vectastain® Elite ABC kit anti-coelho IgG, fabricado por Vector labs, 
diluição 1:1000); 
8. 3 lavagens de 5 min com tampão A; 
9. Incubação no complexo avidina + peroxidase biotinilada (ABC) por 
120 min, diluído em tampão A (Vectastain® Elite ABC kit anti-coelho 
IgG, fabricado por Vector labs, diluição avidina 1:500 e biotina 1:500); 
10. 3 lavagens de 5 min com tampão A; 
11. 1 lavagem de 5 mins com TBS 0,1M; 
12. Incubação em 3´3-Diaminobenzidina (DAB) por 10 min; 
13. Incubação em DAB + peróxido de hidrogênio 0,03% por 10 min; 
14. 3 lavagens de 5 min com TBS 0,25M; 
15. 1 lavagem de 5 min com água destilada; 
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Colocar as secções nas lâminas e deixar secar por 5 dias em 
temperatura ambiente.  Para depois então realizar o processo de 
diafanização. 
 
Anticorpo Ki-67 
O anticorpo Ki-67 é uma igG de camundongo que reconhece um 
antígeno que está associado ao núcleo celular e é expresso em todas 
as fases do ciclo celular, principalmente nas fases G2 e M. Muitos 
trabalhos têm utilizado o Ki-67 como marcador de proliferação celular, 
por não sofrer tantas influências de fatores internos e externos, sendo 
utilizado como um marcador biológico. 
 
 
Anticorpo Doublecortina 
A Doublecortina ou DCX é um marcador endógeno de células 
mitóticas pois se associa aos microtúbulos de células neuronais 
imaturas, sendo utilizado como um marcador para células em 
proliferação. 
 
 
 
 
4.6. Diafanização das lâminas  
Após os 5 dias de secagem, as lâminas seguiram o seguinte 
procedimento: 
1. Mergulhou-se em água destilada; 
2. Retirada do excesso de água com papel; 
3. Mergulhou-se por poucos segundos em corante 
4. Mergulhou-se em álcool 70% por 1 min; 
5. Mergulhou-se em álcool 90% por 1 min; 
6. Tirou-se o excesso com papel; 
7. Mergulhou-se em álcool 100% I por 3 min; 
8. Mergulhou-se em álcool 100% II por 3 min; 
9. Tirou-se o excesso com papel; 
10. Mergulhou-se em Xilol I por 10 min; 
11. Mergulhou-se em Xilol II por 15 min; 
12. Mergulhou-se em Xilol III por 15 min; 
13. Tirou-se as lâminas para montá-las; 
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14. Com DPX colar a lamínula delicadamente na lâmina 
15. Secagem entre 5 a 10 dias. 
 
As lâminas que continham as secções marcadas para Ki-67 e DCX 
foram coradas com Giemsa por 3 s no início da diafanização. 
 
 
 
4.7. Microscopia  
A imunorreatividade presente nas secções foi analisada com o 
auxílio do microscópio óptico de campo claro (Olympus BH2). Os 
campos foram fotografados com auxílio de uma câmera digital 
Pixelink®, operada pelo programa de computador da própria câmera. 
Cada giro denteado (direito e esquerdo) foi fotografado de forma 
sequencial, da extremidade medial à lateral com o aumento de 200 
vezes. 
 
 
 
4.8. Contagem de células  
A quantificação das células imunorreativas a proteína DCX foi 
realizada com o uso do programa ImageJ® (http://rsbweb.nih.gov/ij/). A 
quantificação do número de células expressando DCX ou Ki-67 foi feita 
por GD, ou seja, o número de células DCX+ ou Ki-67+ foi contado ao 
longo do giro denteado, direitos e esquerdos, sendo que o total de 
células contadas foi dividido pelo número de giros analisados. A 
contagem das células não foi distinta entre hipocampo direito e 
esquerdo. Foram contadas as células individuais positivas para DCX e 
Ki-67 assim como a quantidade de Clusters (aglomerado de células) 
para DCX. Para os cortes de DCX foi escolhida a região dorsal do 
hipocampo correspondente ao Bregma -2.06mm em camundongos, 
referente ao Atlas Franklin Paxinos 1997.  
As contagens foram feitas às cegas, por meio de códigos feitos 
para cada foto que o contador não tinha conhecimento. As 
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características para reconhecer uma célula DCX+ foram coloração 
acinzentada no corpo celular com ou sem projeções dendríticas e com 
núcleo claro (ver Figura 4A e 4B). Adicionalmente foram contados os 
agrupamentos de DCX+ (Clusters). Os clusters foram definidos como 
um agrupamento de células em que era difícil fazer a sua 
individualização, ou seja, sua contagem. Portanto foram contados 
estes agrupamentos de células e não as células individuais. A 
marcação do Ki-67 é nuclear (pontos arredondados e bem escuros) e 
de fácil visualização, neste a contagem foi realizada diretamente pela 
observação no microscópio. 
 
 
     
             A                                B                                 C 
  
Fig. 4 – Em A) fotografia de células individualizadas; B) fotografia de Cluster. 
Marcação de DCX, 200x; C) fotografia de células individualizadas marcadas 
com Ki-67.  
 
 
 
 
 
4.9. Análise estatística 
Para testar a distribuição dos dados, realizamos o teste de 
Kolmogorov-Smirnov, tendo que os dados não apresentavam 
distribuição normal utilizamos testes não paramétricos. 
Para todos os parâmetros analisados, foi utilizado o teste não 
paramétrico de Mann-Whitney, sendo adotado o nível de significância 
de p<0,05.  
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5. RESULTADOS 
Foram contadas as células em 10 GD (5 do lado esquerdo e 5 do 
direito) de AE e 10 GD (5 do lado esquerdo e 5 do direito) de ambiente 
padrão para o anticorpo Doublecortina (DCX). Foram contadas células 
individuais (ver Figura 4a e Figura 5) e também foram contados os 
agrupamentos de células (ver Figura 4b e Figura 6) em que não era 
possível se fazer uma contagem individualizada.  
A contagem do número de células individualizadas marcadas com 
doublecortina indicou que não há diferença na quantidade de 
neurônios imaturos no giro denteado (p=0,06), quando comparamos 
camundongos suíços machos criados em diferentes condições 
ambientais. 
 
 
Fig. 5 – Gráfico obtido após contagem de células individuais marcadas com DCX+, 
onde animais do ambiente padrão estão representados pela barra branca e 
animais do AE estão representados pela barra preta. Resultado expresso em 
mediana ± intervalo interquartil. Não ocorre diferença estatística entre os grupos 
(p=0,06). 
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A quantidade de grupamentos celulares marcados com 
doublecortina indicou que não há diferença na quantidade de 
grupamentos de neurônios imaturos no giro denteado (p=0,44), quando 
comparamos camundongos suíços machos criados em diferentes 
condições ambientais. 
 
 
Fig. 6 – Gráfico obtido após a contagem dos agrupamentos de células DCX+ que 
não podiam ser individualizadas. Ambiente padrão está representado com a barra 
branca e o AE com a barra preta. Resultado expresso em mediana ± intervalo 
interquartil. Não ocorre diferença estatística entre os grupos (p=0,44). 
 
 
 
A contagem para as células marcadas com Ki-67 foi feita 
diretamente pela observação no microscópio, pois eram de fácil 
visualização e possuíam um menor número de células (comparado às 
células DCX). Foram contadas 5 secções de hipocampos de cada um 
dos animais criados em AE e 5 secções de hipocampo de cada um dos 
animais criados em ambiente padrão, para as células imunorreativas 
ao anticorpo Ki-67 foram observadas tanto no lado esquerdo como no 
direito dos GD. A contagem de células marcadas com Ki-67 indicou 
que não há diferença na proliferação celular no giro denteado (p=0,17), 
quando comparamos camundongos suíços machos criados em 
diferentes condições ambientais. 
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Fig. 7 - Gráfico representativo da contagem de Ki-67+ em relação ao ambiente 
padrão (em branco) e AE (em preto). Resultado expresso em mediana ± intervalo 
interquartil. Não ocorre diferença estatística entre os grupos (p=0,17).  
 
 
 
 
 
5. DISCUSSÃO  
Através de vários estudos, pode-se ver que a literatura descreve 
que o ambiente enriquecido aumenta a gênese de novos neurônios no 
giro denteado, aumentando também a sobrevivência destas novas 
células (KEMPERMANN et al., 1997b; KEMPERMANN et al., 1998; 
VAN PRAAG et al., 1999). Adicionalmente o EA é capaz de modificar o 
comportamento de camundongos nas mais diversas tarefas (AMARAL 
et al., 2008; VIOLA et al., 2010). Entretanto como pode ser visto no 
presente trabalho, o AE por nove semanas não promoveu aumento na 
neurogênese no giro denteado de camundongos suíços. Portanto 
neste estudo não houve diferença na gênese de neurônios novos com 
a mudança do ambiente. Este resultado é contrário à grande parte da 
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literatura atual, que reporta em grande quantidade de trabalhos o 
aumento da neurogênese em animais de laboratório criados em AE 
(KEMPERMANN et al., 1997b; KEMPERMANN et al., 1998; VAN 
PRAAG et al., 1999; SCHAEFERS, 2012), entretanto alguns trabalhos 
realizados na mesma linhagens, mas com protocolos de EA diferentes 
reportam que o AE não altera a neurogênese no giro denteado 
(PODOLAN, 2011; SILVA, 2011). Portanto podemos atribuir nossos 
resultados primeiramente a uma característica da linhagem utilizada 
em nossos experimentos. Em um segundo plano podemos pensar que 
diferenças entre as metodologias empregadas no AE, tais como: o 
tempo em AE, idade inicial, objetos utilizados, possam estar 
influenciando nos resultados obtidos. 
Como foi descrito por Bloomsmith e col. (1991), o enriquecimento 
pode ser utilizado de várias formas, como o enriquecimento social, 
cognitivo, físico, sensorial e nutricional. Como cada tipo de 
enriquecimento há um estímulo diferente e cada AE pode ser montado 
de várias formas, os resultados podem diferir quanto à metodologia 
empregada. Atualmente muitos tipos de AE são utilizados para 
camundongos (KEMPERMANN et al., 1998) e principalmente por meio 
do uso de rodas de correr e a interação social resulta em um aumento 
de neurogênese e mudanças no comportamento (VAN PRAAG et al., 
1999). Em um trabalho com a linhagem C57BL/6, Fabel e col. (2010) 
utilizaram a metodologia em que os animais foram expostos por 10 
dias ao exercício físico voluntário através de rodas de correr e após 35 
dias ao AE, e com isso observaram um aumento de 30% na 
neurogênese. Por outro lado, Madroñal e col. (2010) não observaram 
diferenças na neurogênese hipocampal comparando quatro grupos de 
camundongos (C57BL/6) alojados de forma diferente: um grupo em 
que o animal ficou durante um mês sozinho em AP, sozinho em AE, 
com interação social em AP e com interação social em AE. Já no 
trabalho de Podolan (2011), em que foram utilizados camundongos 
suíços, nenhuma diferença significativa na neurogênese hipocampal, 
em relação ao ambiente padrão, foram observadas em camundongos 
suíços criados em AE (que consistia em uma gaiola de três andares, 
com brinquedos trocados uma vez por semana, duas rodas de correr, 
escadas e tubos). Com isso pode-se perceber que os mais variados 
protocolos apresentam uma discrepância em relação à neurogênese.  
Além dos tipos de enriquecimento, também pode haver diferenças 
quanto ao tempo em que o animal tem contato com o enriquecimento. 
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O tempo de exposição ao enriquecimento pode variar muito, e até 
períodos curtos de enriquecimento como de 11 a 14 dias são 
suficientes para apresentar modificações na gênese de células no 
hipocampo, assim como afetar no comportamento de roedores 
(BRUEL-JUNGERMAN e col., 2005; ELLIOT & GRUNBERG, 2005). 
Com 11 dias de contato com o enriquecimento já pode ser observada 
uma modificação do comportamento locomotor de ratos Sprague-
Dawley, e com uma maior exposição ao AE também há uma melhora 
na aprendizagem espacial do labirinto aquático, diminui a locomoção 
em campo aberto e a exploração de objetos em ratos e em 
camundongos 129Sv/Ev e C57BL/6 (MESHI et al., 2006). No trabalho 
de Bruel-Jungerman e col. (2005) observou-se que ratos Sprague-
Dawley apresentavam aumento na sobrevivência celular após 14 dias 
de exposição ao enriquecimento. A exposição ao AE por 30 dias 
(MESHI et al., 2006), assim como por 8 semanas (FABEL et al., 2009), 
continuam apresentando o aumento na neurogênese hipocampal de 
camundongos adultos, mostrando que com o aumento do tempo em 
AE, o aumento de neurogênese continua sendo observado. No 
presente trabalho utilizamos o AE por nove semanas, com os animais 
(camundongos suíços) tendo livre acesso a três rodas de correr e 
interação social e não ocorreu aumento na neurogênese. Estes dados 
são similares aos observados no trabalho de Podolan (2011) que 
possui uma metodologia semelhante, que também utilizou rodas de 
correr e interação social, porém os animais iniciaram o enriquecimento 
com 60 dias de vida e foram mantidos em AE somente por 30 dias. 
Portanto acredita-se que o tempo utilizado no presente trabalho (de 
nove semanas) seria o suficiente para corroborar com os resultados de 
outros trabalhos. Contudo o tipo e o tempo de enriquecimento não 
parecem ser o motivo das diferenças encontradas em relação à 
literatura, podendo, portanto estar relacionado diretamente à linhagem 
utilizada no experimento.  
Segundo Van Praag e col. (1999) foi observado um aumento na 
gênese de novas células no hipocampo de camundongos C57BL/6 que 
realizaram apenas exercício físico voluntário, sem a presença de outro 
elemento de enriquecimento. Já no trabalho de Meshi e col. (2006) 
verificou-se que houve um aumento no número de células proliferativas 
no hipocampo de camundongos da linhagem 129Sv/Ev expostos ao 
AE. No trabalho de Schaefers (2012) em que foi feita a comparação 
entre as linhagens CD1, C57BL/6 e descendentes de camundongos 
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selvagens, pode-se observar que após serem submetidas a uma 
privação social seguida de atividade física, as linhagens CD1 e 
C57BL/6 apresentaram um aumento na taxa de proliferação celular e 
uma maior sobrevivência desses novos neurônios. No entanto os 
descendentes dos camundongos selvagens não apresentaram 
nenhuma diferença na proliferação (SCHAEFERS, 2012). Em contra 
partida, um estudo que também utilizou a linhagem de camundongos 
suíços e que os resultados corroboram com os resultados deste 
presente trabalho, Podolan (2011) observou que não houve aumento 
no número de novas células no giro denteado após 30 dias em 
enriquecimento. Embora, o AE utilizado no presente trabalho contenha 
os elementos de enriquecimento utilizados em trabalhos nos quais foi 
observado aumento na neurogênese e os animais tenham sido 
mantidos no AE por um tempo descrito na literatura como suficiente 
para gênese de novos neurônios (SCHAEFERS, 2012), não houve 
uma diferença significativa na neurogênese entre animais controle e 
AE. Kempermann e col. (1997a) utilizando-se de quatro tipos de 
linhagens (C57BL/6, BALB/c, CD1 e 129Sv/J demonstraram que a 
proliferação, a diferenciação e a sobrevivência celular no GD varia 
entre as linhagens de camundongos. De fato estes pesquisadores 
verificaram que a linhagem 129Sv/J apresenta uma menor 
sobrevivência celular. Já os animais da linhagem C57BL/6 apresentam 
uma maior taxa de proliferação (1,5 vezes maior que as outras 
linhagens) (Kempermann et al. 1997a). Nossos resultados reforçam a 
ideia de que cada linhagem possui suas características particulares e 
que a linhagem escolhida (camundongos suíços albino) para este 
trabalho necessita de maiores estudos para avaliar as diferenças 
encontradas com a mesma. Visto que, em outros estudos com esta 
linhagem Silva et al., 2011 e Podolan 2011 utilizando a linhagem de 
camundongo suíço, não foi observado aumento na neurogênese 
podemos pensar que camundongos suíços não sejam tão sensíveis ao 
enriquecimento quanto outras linhagens. No entanto a utilização de 
variações de tempo, período de vida do início do EA ou do próprio 
protocolo de enriquecimento podem ser utilizados na busca de elucidar 
esta questão.  
Outra possibilidade que não pode ser descartada é a influência do 
meio externo às caixas. Segundo Bernard e Green (1957) o meio 
interno de um organismo deve permanecer constante, ou seja, deve se 
encontrar estável mesmo havendo mudanças externas. Esse conceito 
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foi o ponto de partida para os estudos sobre o estresse de Selye. Para 
Selye (1974), estresse é uma resposta bio-comportamental do 
organismo a qualquer agente estressor que perturbe a homeostase, a 
ponto de comprometer a regulação das respostas, sendo observado 
em todos os animais (PIZZUTTO et al., 2009). O estresse pode ocorrer 
a partir de vários fatores, tais como: os sons do ambiente, odores 
sentidos pelos animais no local, entre outros. Uma das ideias que pode 
explicar em parte os resultados obtidos é de que o micro ambiente 
(caixa do AE e caixa-padrão) estavam inseridos no macro ambiente 
(sala do biotério), onde recebiam os mesmos estímulos auditivos como 
o sons de outros animais em caixas adjacentes, assim como os sons 
da manutenção e limpeza dos animais do biotério, algo inerente as 
condições de qualquer biotério. Além disso, o inevitável trânsito de 
pessoas no local pode causar um leve desconforto nos animais 
também através de odores como desodorantes e perfumes. Estes 
fatores ocorrem em qualquer cativeiro como zoológicos, biotérios e 
locais em que o animal seja criado, sendo difícil evitar estes agentes 
estressores externos. O fato dos animais tanto do AE como do 
ambiente padrão terem recebido estes mesmos estímulos, pode ter 
afetado de forma indireta nos resultados obtidos. Partindo da 
informação que o estresse pode causar remodelação plástica e uma 
diminuição da neurogênese (SCORZA et al., 2004; PAULINO et al., 
2009), o ambiente exterior à caixa dos animais pode ter fornecido 
estímulos estressantes aos animais, mostrando portanto a 
possibilidade de uma diminuição na neurogênese na caixa do AE. 
Além dos estímulos exteriores às caixas, também pode ter ocorrido um 
estresse no interior das caixas. Pois quanto a linhagem dos 
camundongos Suíços, sabe-se que estes animais possuem um quesito 
de dominância muito premente, sendo que esta característica pode ser 
exacerbada pelo EA, assim como características de outras linhagens 
(ABRAMOV et al., 2008), o que poderia ser um fator estressante para 
os animais diminuindo a gênese de novas células. Entretanto neste 
trabalho teve-se a atenção de contornar a exacerbação desta 
característica com a manutenção de dois objetos na caixa sempre que 
ela era trocada, com isso auxiliando na manutenção de odores e 
quesitos de dominância. 
Em virtude do que foi mencionado, a principal e melhor justificativa 
encontrada para a ausência do efeito do enriquecimento ambiental 
nestes animais é a linhagem que foi utilizada. Ainda são necessários 
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estudos quanto aos camundongos suíços para a elucidação do por que 
o AE não surtir efeito nesta linhagem. Porém não se pode excluir as 
diferenças metodológicas para a avaliação da proliferação celular e 
adicionalmente o fato do protocolo e o tempo de exposição ao 
enriquecimento podem não ter sido eficazes para alterar a 
neurogênese nesta linhagem. 
 
 
6. CONCLUSÃO 
Com os resultados obtidos pode-se concluir que o ambiente 
enriquecido não conferiu aumento na neurogênese do giro denteado 
do hipocampo de camundongos suíços machos jovens. Estes 
resultados foram observados tanto para proliferação celular (células Ki-
67+), como para neurônios imaturos (células DCX+) individualizados e 
de agrupamentos marcadas com DCX.  
 
 
 
7. PERSPECTIVAS 
Uma das perspectivas após o presente trabalho é quanto a um 
estudo mais aprofundado em relação à linhagem aqui utilizada, a do 
camundongo suíço. É de grande importância uma caracterização e 
estudo desta linhagem, pois sabe-se que é muito utilizada nos biotérios 
no Brasil.  
Propõe-se novos testes com diferentes protocolos (troca dos 
objetos que aqui foram utilizados), diferentes tempos de 
enriquecimento (tempos maiores e menores a nove semanas), início 
do enriquecimento num período diferente, bem como a utilização não 
somente de animais machos, mas também utilizar fêmeas.   
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